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0 Blosensoranordnung. 

0 Zur ReaJisierung einer strOmungsgQnstigen, 
kteinvohimigen OurchfHiBmedzelte einer Sensoran- 
ordnung zur Bestimmung einer Substratkonzentra- 
tioo in einem Probenmedium mit einer membranbe- 
deckten Enzymetektrode und einer Referenzetektro- 
de, wetehe mit der MeBzelle in Kontakt stehen, wtrd 
vorgeschlagen, dad die Referenzelektrode aufierhaJb 

a der Membranabdeckung der Enzymetektrode ange- 
ordnet ist und dafl die maximale Ausdehnung der 
. Ourchfluflmeflzelle normal zur Strdmungsrichtung 
^des Probenmediums im wesenttichen dem Durch- 
Cftmesser der sensttiven Schicht der Enzymetektrode 
entspricht, 

00 
CO 




0L 
ill 



Xertw Copy Centre 



EP 0 385 964 A2 
Sensoranordnung 



Die Erfindung betritft eine Sensoranordnung 
2ur Bestimmung einer Substratkonzentration in ei- 
nem Probenmedium mil emer membranbedeckten, 
amperometrischen Enzymelektrode und einer Refe- 
renzelektrode. welche mit einer Durchfludmeflzelle 
in Kontakt stehen. 

In vielen Bereichen der Medizin Oder auch der 
Biotechnik kommt der exekten Bestimmung einer 
bestimroten Substratkonzentration in einem Pro- 
benmedium. beispielsweise der Glucosekonzentra- 
tion in einer Perfusionsl6sung. grofle Bedeutung 
2U . Haufig werden dazu elektrochemische Sen so- 
ren verwendet. wobei an Hand der Bestimmung der 
fl-O-Gtucose das Meflprinzip dieser Elektroden er- 
.autert werden soil. 

Nach gSngiger Praxis sind amperometrische 
Verfanren mit konstanter Polarisationsspannung Up 
zur Substratbestimmung besonders gut geatgnet 
Be* diesem Verfahren wird innerhalb einer Mem- 
bran, in welcher das Enzym Glucoseoxidase (GOO) 
immobilisiert ist, die fl-CKGIucose entsprechend fo»- 
gender chemischen Reaktionsgteichung umgewan- 
derfc n r\ d 

fl-OGIucose ♦ Oj - - - - • - GluconsSure ♦ 
H 2 0? 

Das dadurch gebiWete Wasserstoffperoxtd 
kann durch anodische Oxidation an einer Platin- 
eiektrode detektiert werden: 
H 2 02 — * Cb ♦ 2H* + 2e- 
Up * 600 ... 700 mV 

Die Grdfle des Sensorstromes ist von der 
' Glucose-Konzentration der ProbenWsung abh^ngig. 
Die praktiscbe Anwendung der amperometri- 
schen Glucosebestimmung mit Hilfe von Enrynv 
sensor en setzt nicht nur bestimmte chemiscbe. 
sondem auch geometrische Randbedtogungen vor- 
aus. Es muB zum Beispiel die Ausbikfung der 
AnodenoberflSche hinreichend grofl sein, damit 
eine ausreichende Sensorempfindttchkeit erretcht 
w».d. Die Forderung nach einer groflen Etektroden- 
oberflSche wird auch an die Referenzetektrode ge- 
steltt uber die der Stromkreis- geechiossen wird. 
Eine groflftachige, nichtpolarisierbare Referenzelek- 
trode gestattet die ungehinderte Ableitung des 
Sensorstromes, 

So ist beispielsweise aus der EP-A 0 048 090 
eine Sensoranordnung der eingangsgenannten Art 
bekanntgeworden. welche eine Durchfluflmeflzette 
aufweist. deren eine Seite von einer elektrochemi- 
schen DOnnschichtzelle bedeckt wird. Diese Zelle 
weist zwi schen einer inneren. und einer Sufleren 
Membran eine Enzymschicht auf. wobei die innere 
Membran dicht an einer Hatterung anliegt. welche 
in konzentrischer Anordnung eine Platinanode und 
eine Ag/AgCI-Referenzelektrode aufweist. Die 



DOnnschichtzelle wird mittels eines O-Ringes an 
der Halterung befestigt. Die Suflere Membran die- 
ser DOnnschichtzelle stent mit der in die Meflzelle 
eingebrachten Probe in Kontakt, wobei innerhaJb 
s von kurzer Zeit das zu messende Substrat und 
Sauerstoff in das innere der DOnnschichtzelle ein- 
diffundieren und mit dem Enzym der Enzymschicht 
reagieren. Dabei wird Wasserstoffperoxid produ- 
ziert welches durch die innere Membran diffundiert 
jo und an der Platinanode die entsprechende Meflre- 
aktion austttst. 

Es sind auch Etektrodenanordnungen bekannt. 
bei welchen das jeweilige Enzym direkt auf der 
Platinanode immobiUsiert ist wobei die eigentliche 
rs Enzymelektrode von einer kreisringfSrmigen Refe- 
renzetektrode umgeben und die gesamte Elektro- 
denanordnung von einer Kautschuk-Membran ab- 
gedeckt wird. 

Nachteilig bei den bekannten AustOhrungen ist. 
20 dafl ste zum Tail kompliziert aufgebaut sind und 
relativ groBvolumige. strdmungsungUnstige Proben- 
kammem aufweisen. der«n Abmessung direkt mit 
dem Durchmesser der E!ektrodeoanordnu:>g zu- 
sammenhdngt 
25 Aufgabe der Erfindung ist es, eine Sensoran- 
ordnung der eingangs genannten Art dahingehend 
weiter zu bikJen. dafl bei Aufrechterhaltung der 
Meflempfindlichkeit eine stromungsgOnstige. klein- 
volumige Durchftuflme6zelle reaJisiert werden kann, 
30 wobei die Gesamtanordnung mdglichst einfach her- 
stellbar sein soil. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafl dadurch 
getost dafl die Referenzetektrode auflerhalb der 
MembranaMeckung der Enzymelektrode angeord- 
35 net ist und dafl die maximate Ausdehnung der 
r> irC hfluflmeflzette normal zur Strdmungsrichtung 
des Probemnecfiurns im wesentlichen dem Durch- 
messer der sensitrven Schicht der Enzymelektrode 
entspricht Es hat sich Oberraschenderweise ge- 
40 zeigt dafl mit membranfreien Referenzelektroden. 
welche beispielsweise in Strdmungsrtchtung des 
Probenmedfcrns vor Oder nach dor eigentlichen 
Enzymelektrode angeordnet sind. ausgezeichnete 
Meflergebrtisse erzielbar sind, wobei vorteilhafter- 
45 weise sehr kompakte. strdmungsgUnstige Meflzei- 
len mdgBch sind, deren Breite normal zur Strd- 
murtgsrtchtung im wesentlichen durch den Durch- 
messer der eigentHchen Enzymelektrode bestimmt 
wird. Durch die strdmungsgUnstige Ausbildung 
$o wird die Abtogerung von Probenbestandteilen in 
der MeflzeHe minimiert und eine allfailige Reini- 
gung ertetcfitert 

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung der 
Erfindung. durch welche das Meflzellenvolumen 
weiter verkleinert werden kann. sieht vor. dafl die 
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Durchfluflmeflzelle zwei gegenuberliegende Deck- 
flacnen aufweist. dafl in einer dcr Oeckftachen die 
sensitive Schicht der Enzymelektrode und in der 
anderen Deckflache die membranfreie Referenzel- 
ektrode, vor2ugsweise eine Ag-EIektrode. liegt. Ein 5 
weiterer Vorteil bei extern angeordneten membran- 
freien Referenzelektroden besteht darin, dafl in 
Sensoranordnungen welche austauschbare Elektro- 
den aufweisen, nur die eigentliche Enzymelektrode 
ausgetauscht werden mud, wobei die separate, w 
praktisch wartungsfreie Referenzelektrode in der 
Sensoranordnung verbletben kann. 

In vielen Meflsituationen mufl neben der Sub- 
stratkonzentration noch ein weiterer Parameter der 
ProbenflUssigkeit bestimmt werden, beispielsweise is 
deren elektrische Leitfahigkeit bzw. Impedanz, wo- 
bei im Sinne einer kompakten AusfGhrung der Sen- 
soranordnung erfindungsgemafl vorgeschlagen 
wird. dafl die Referenzelektrode Tail einer Elektro- 
denanordnung zur Impedanz messung ist. wobei 20 
die zugehorige Gegeneiektrode vorzugsweise in 
der der Referenzelektrode gegenuberliegenden 
Deckflache der Durchfluflmeflzelle angeordnet ist 
Wahrend die Enzymelektrode und auch die Refe- 
renzelektrode wie eingangs ausgefOhrt relativ grofl- 25 
flachig ausgebildet sein sollten, reicht es fOr die 
Gegeneiektrode einen dUnnen Metallstift. vorzugs- 
weise einen Silberdraht, vorzusehen, welcher in die 
Durchfluflmeflzelle eintaucht. Aus Platzgrtinden 
empfiehlt sich beispielsweise eine - in Strbmungs- 30 
richtung gesehene - Anbringung vor den sich ge- 
genuberstehenden Enzym- und Referenzelektro- 
den. 

Eine Sensoranordnung. in welcher neben der 
Substratkonzentration auch die Leitfahigkeit bzw. 35 
Impedanz gemessen wird. kommt vor allem dann 
zur Anwendung. wenn PerfusionslSsungen gemes- 
sen werden, die mit dem Gewebe eines Organis- 
mus in Kontakt gebracht wurden, wobei nur eine 
teiiweise Equilibration der Perfusionsldsung mit 40 
dem im Gewebe vorliegenden zu messenden Sub- 
strat zustande kommt. Oas Ausmafl der Equilibra- 
tion ist dann durch die sich Sndernde Leitfahigkeit 
der Perfusionsldsung bestimmbar. wodurch die ei- 
gentliche Substratkonzentration auch bei nur teil- <s 
weiser Equilibration errechnet werden kann. 

Es ist entsprechend einer Weiterbildung der 
Erfindung auch mflglich, dafl die Gegeneiektrode 
der Elektrodenanordnung zur Impedanzmessung 
durch die Anode der Enzymelektrode gebitdet ist. 50 
FOr den Meflbetrieb ergeben sich dann prinzipiell 
zwei mdgliche Vorgangsweisen. Entweder wird die 
Enzymkonzentration und die Impedanz alternierend 
gemessen. Oder der Polarisationsspannung fur die 
Enzymmessung wird eine Wechseispannung fur 55 
die Impedanzmessung uberlagert. wobei die bei- 
den Signale dann elektronisch getrennt und ausge- 
wertet werden. 



Gerade bei Impedanzmessungen, aber auch im 
Htnblick auf die temperaturabh£ngigen Reaktionen 
im Enzymsensor ist es meist wichtig. eine Informa- 
tion uber die Temperatur des Probenmediums zu 
erhalten. Eine fOr die Herstellung besonders einfa- 
che Weiterbildung der Erfindung ist in diesem Zu- 
sammenhang dadurch gegeben, dafl in einer der 
Gegeneiektrode koaxial gegenuberliegenden Boh- 
rung im GehSuse der Durchfluflmeflzelle ein Tem- 
peratursensor, vorzugsweise ein NTC-Widerstand 
angeordnet ist. Es entsteht somit eine Muflerst kom- 
pakte Durchflufl zelle zur kontinuierlichen Bestinv 
mung der Substratkonzentration, der Impedanz und 
der Temperatur eines Probenmediums. 

Schliefllich ist erfindungsgemafl vorgesehen, 
dafl die Enzymelektrode aJs Glucosesensor ausge- 
bildet ist. Das Enzym Glucoseoxidase kann dabei 
in an sich bekannter Art direkt auf der Platinanode 
oder in einer Trageimombran immobilisiert sein. 

Die Erfindung wird nun anhand von Ausfuh- 
rungsbeispielen naher ertautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine Sensoranordnung nach der Erfin- 
dung geschnitten nach der Linie H in Rg. 2. 

Fig. 2 einen Schnitt nach der Linie ll-ll in Rg. 
1 , sowie 

Rg. 3 eine AusfC rungsvariante in einer Rg. 
2 entsprechenden Schnittdarstellung. 

Die in Rg. 1 dargestellte Sensoranordnung 
weist ein zweigeteiltes GehSuse 1 auf, dessen Un- 
terteil 2 und Oberteil 3 in der Ebene der aJs Durch- 
fluflmeflzelle 4 ausgefuhrten Meflkammer zusam- 
mengeklebt sind. Die Meflzelle 4 tSuft - wie aus 
Rg. 2 ersichtlich - sowohl zuflufl- aJs auch abflufl- 
seitig in Kapillarbohrungen 5 aus, welche an An- 
schluflelemente 6 anschlieflen, die in Ausnehmun- 
gen 7 des Unterteils 2 und Oberteils 3 gehalten 
sind und beim Zusammenkleben beider Gehause- 
teile eingeklebt werden. Die Durchfluflrichtung des 
Probenmediums ist durch Pfeile 8 angedeutet. 

Die Durchfluflmeflzelle 4 weist zwei gegenuber- 
liegende DeckflSchen 9 und 10 auf, wobei in einer 
9 die sensitive Schicht 11 der in einer Offnung 12 
des Oberteils 3 angeordneten Enzymelektrode 13 
liegt. 

Die Enzymelektrode 13 weist eine Halterung 14 
auf. die zentrisch von einer Platinanode 15 durch- 
setzt wird. Meflzeltenseitig wird das Ende der Pla- 
tinanode 15 von der sensitiven Schtcht 11 bzw. 
einer Enzymmembran kontaktiert. welche ihrerseits 
von einer aufleren Membran 16 abgedeckt ist. Die 
Membran 16 wird durch einen ORing 17, welcher 
in eine Ringnut 18 der Halterung 14 einrastet. ge- 
halten. Der O-Ring 17 sorgt gtechzeitig fOr einen 
reibschliissigen Sitz der Enzymelektrode 13 in der 
(Jffnung 12 des Gehauses 1. Meteellenseitig ist ein 
an einem Absatz 19 der CJffung t2 anliegendes 
Dichtelement 20 vorge sehen. durch welches die 
Enzymelektrode gegen den Oberteil 3 des Gehau- 
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ses abgedichtet wird. 

In der der Enzymeiektrode 13 gegenuberlie- 
genden Oeckflache 10 der Durchfluflmeflzelle 4 
befindet sich die StirnflSche 21 der in einer Boh- 
rung 22 des Unterteils 2 angeordneten Referenzel- 
ektrode 23. Die elektrischen AnschlUsse der En- 
zymeiektrode 13 bzw. der Referenzelektrode 23 
sind mit Bezugszeichen 24 bzw. 25 bezeichnet 

Durch die externe Anbringung der Referenzel- 
ektrode 23 ist es mSglich, die Meflzelle 4 kleinvolu- 
mig und stromungsgunsttg auszubilden, wobei die 
maximale Ausdehnung der Meflzelle 4 normal zur 
Stromungsrichtung des Prcbenmediums im we- 
sentlichen dem Durchmesser 26 der sensitiven 
Schicht 11 der Enzymeiektrode 13 entspricht 

Beide Meflzellenteile konnen als Spritzguflteil 
aus einem elektrisch isolierendem Material, bei- 
spielsweise aus Plexiglas ausgefuhrt sein; es ist 
jedoch auch moglich, die fUr die einzelnen Elektro- 
den notwendigen Bohrungen bzw. Offnungen mit 
entsprechenden Bohr- und FrSswerkzeugen herzu- 
stellen. 

Der Equilibrierungsgrad von Perfussionslfi sun- 
gen kann dadurch bestimmt werden, dafl die elek- 
trische Impedanz zwischen zwei Metallelektroden 
die mit der Perfussionslbsung in Kontakt stehen. 
gemessen wird. Durch die freiliegende externe An- 
ordnung der Referenzelektrode 23 kann diese als 
Teil einer Elektrodenanordnung 27 fUr die Impe- 
danzmessung verwendet werden. Die zugehfirige 
Gegenelektrode 28, angeordnet in einer Bohrung 
29 des Oberteils 3. endet in der der Referenzelek- 
trode 23 gegenuberliegenden Deckfiache 9 der 
Meflzelle 4. 

Es ist jedoch auch moglich, dafl die Gegen- 
elektrode 28 zur Imped anzmessung durch die Ano- 
de 15 der Enzymeiektrode 13 realisiert wird, wo- 
durch die Sensoranordnung weiter vereinfacht wird. 

Des weiteren ist in einer der Gegenelektrode 
28 koaxial gegenuberliegenden Bohrung 30 im Ge- 
hause 1 der Durchfluflmeflzelle 4 ein Temperatur- 
sensor 31 angeordnet Dazu wird vorzugsweise ein 
angeschliffener NTC-Widerstand verwendet. Somit 
kann mit dieser miniaturisierten Durchfluflmeflzelle 
gleichzeitig die Sub stratkonzentration. der Equili- 
brierungsgrad und die Temperatur einer Probe be- 
stimmt werden. Das Meflzellenvolumen betrBgt bet- 
spielsweise nur 15 ul 

Fig. 3 zeigt dafl es in einer Ausfuhrungsvarian- 
te der Erfindung auch mdglich ist die Enzymeiek- 
trode 13 und die membranfreie Referenzelektrode 
23 in einer Deckfl2che der Meflzelle 4 anzuordnen. 
Auch hier entsteht eine strbmungsgUnstige Meflzel- 
te deren maximale Breite im wesentlichen dem 
Durchmesser 26 der sensitiven Schicht 1 1 der En- 
zymeiektrode 13 entspricht 



Ansprtiche 

1. Sensoranordnung zur Bestimmung einer 
Substratkonzentration in einem Probenmedium mit 

s einer membranbedeckten, amperometrischen En- 
zymeiektrode und einer Referenzelektrode, welche 
mit einer Durchfluflmeflzelle in Kontakt stehen, da- 
durch gekennzelchnet , dafl die Referenzelektro- 
de"^) "auifle7halb~de^ der En- 

w zymelektrode (13) angeordnet ist und dafl die ma- 
ximale Ausdehnung der Durchfluflmeflzeilen (4) 
normal zur StrSmungsrichtung des Probenme- 
diums im wesentlichen dem Ourchmesser (26) der 
sensitiven Schicht (11) der Enzymeiektrode (13) 

js entspricht 

2. Sensoranordnung nach Anspruch 1. da- 
durch gekennzelchnet, dafl die Durchfluflmeflzel- 
le (4) zwei gegenuberliegende Deckf&chen (9, 10) 
aufweist dafl in einer der DeckflSchen (9) die sen- 

20 sitive Schicht (11) der Enzymeiektrode (13) und in 
der anderen DeckftSche (tC) die membranfreie Re- 
ferenzelektrode (23), vorzugsweise eine Ag-Elektro- 
de, liegt 

3. Sensoranordnung nach Anspruch 1 Oder 2, 
25 dadurch gekennzelchnet. dafl die Referenzelek- 
trode (23) Teil einer Elektrodenanordnung (27) zur 
Impedanzmessung ist, wobei die zugehbrige Ge- 
genelektrode (28) vorzugsweise in der der Referen- 
zelektrode (23) gegenuberliegenden Deckfiache (9) 

30 der Durchfluflmeflzelle (4) angeordnet ist. 

4. Sensoranordnung nach Anspruch 3, da- 
durch gekennzelchnet dafl die Gegenelektrode 
(28) der Elektrodenanordnung (27) zur Impedanz- 
messung durch die Anode (15) der Enzymelektro- 

35 de (13) gebildet ist. 

5. Sensoranordnung nach Anspruch 3, da- 
durch gekennzelchnet. dafl in einer der Gegen- 
elektrode (28) koaxial gegenuberliegenden Bohrung 
(30) im GehSuse der Durchfluflmeflzelte (4) ein 

40 Temperatursensor (31), vorzugsweise ein NTC-Wi- 
derstand angeordnet ist. 

6. Sensoranordnung nach einem der Anspru- 
che 1 bis 5, dadurch gekennzelchnet. dafl die 
Enzymeiektrode (13) ate Glucosesensor ausgebil- 

45 det ist. 
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